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ВСТУП
Молекулярна біотехнологія і генетична (генна) інженерія, розвиток якої умовно датують від кінця 60-х – початку 70 рр., стала частиною або передумовою ефективної промислової біотехнології: створення надпродуцентів або продуцентів білків з бажаними властивостями та ін.  шляхом конструювання рекомбінантної ДНК, редагування геному тощо.
Молекулярне клонування (Molecular cloning, Gene cloning) – клонування молекул ДНК (в тому числі генів, фрагментів генів, сукупностей генів, ДНК-послідовностей, що не містять генів), іншими словами – напрацювання великої кількості ідентичних ДНК-молекул за використання живих організмів.
Таким чином, молекулярне клонування – це технологія клонування молекул ДНК та її частин.
З розвитком генетичної інженерії навіть, якщо мікроорганізми природно не виробляють необхідну сполуку, рекомбінантна ДНК надає організмам здатність синтезувати або цільові білки або ензими для отримання сполуки необхідного складу та/або в підвищеній кількості. 
Дисципліна «Молекулярне клонування» надає поглиблені знання з одержаних раніше відомостей з базових дисциплін «Генетика» на бакалаврській програмі підготовки та «Прикладна біоінформатика», «Молекулярні основи клонування багатоклітинних організмів» – на магістерській. Знання про теорію та практичні методи молекулярного клонування, що наразі розвиваються й удосконалюються, необхідні майбутнім спеціалістам, які працюватимуть як у галузі молекулярної біотехнології, клітинної біології і генетики, фармакології, так і в галузях, що використовують генетично модифіковані організми. 
Метою дисципліни є набуття студентами загальних і фахових компетентностей згідно з освітньо-науковою програмою, необхідних для проведення генно-інженерних досліджень на відповідному рівні для створення та використання біологічних агентів, біотехнологічних об’єктів та технологій для підвищення ефективності технологій та інших методів досліджень, які застосовують сучасні знання, техніки та методики з молекулярної біотехнології. 
Основні завдання циклу практичних занять дисципліни “Молекулярне клонування” є опанування навчального матеріалу, викладеного на лекційних заняттях; розрахунків та програмних засобів, що застосовуються у молекулярному клонуванні; виконання практичних задач за темою дисципліни.


Основні теоретичні відомості для виконання практичних робіт 
На шляху створення продуцентів з бажаними властивостями або для інших генно-інженерних досліджень актуальним є такий загальний порядок дій (рис.1):
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Вбудовування цільової послідовності ДНК у вектор
Синтез цільового білка, що кодується вбудованим геном
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Введення рекомбінантної ДНК у клітину-хазяїна
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Рисунок 1. Загальна схема молекулярного клонування [1]


1) отримання генів шляхом їх синтезу або виділення із клітин, які містять бажану цільову послідовність; їх клонування за допомогою ПЛР in vitro;
2) отримання рекомбінантних молекул ДНК (за допомогою векторів);
3) клонування генів або генетичних структур (in vivo) – напрацювання рекомбінантних ДНК;
4) уведення у клітину генів або генетичних структур і відбір за маркером
5) скринінг та відбір отриманих клонів з рекомбінантною молекулою ДНК, що містить цільову послідовність;
6) синтез цільового білка.
Це – загальна схема, яку зазвичай модифікують під конкретні задачі (донора, реципієнта тощо). Донорну ДНК розрізають рестрикційною ендонуклеазою та вбудовують у вектор для клонування. Отриману конструкцію (рекомбінантну ДНК) вводять у суспензію клітин-господарів, ідентифікують ті клітини, які містять рекомбінантну ДНК і культивують їх. Також можна індукувати експресію цільового гена в клітинах-хазяїв і отримати цільовий білок, який кодується цим геном.
На цей час розроблено багато протоколів для кожного вибраного вектора та різних клітин-господарів за використання різних ферментів та методів трансформації (введення рекомбінантної ДНК). Саме загальному огляду цих методів і технологій рекомбінантних ДНК присвячено наш курс.
Слід зазначити, що поняття «молекулярне клонування» включає не лише клонування ДНК, але й РНК та білків.
Ідея генної інженерії полягає у клонуванні вектору, що містить штучний (синтезований de novo) чи цільовий ген або фрагмент ДНК, який кодує цільовий білок. Потрапивши в клітину бактерії (зазвичай E.coli), вектор багаторазово реплікується, відповідно реплікується і ген інтересу. Напрацьований вектор виділяють з клітин бактерій і ним трансформують бажаний організм. Потрапивши в клітину організму вектор рекомбінує з геномом організму – утворюється рекомбінантна ДНК, яка транскрибується, потім транслюється, що веде до синтезу великої кількості  молекул цільового білка. Щоб переконатися, що насправді вектор реплікується всередині клітини бактерії, біологи повинні знати, де у векторі знаходиться оріджин (ori) і переконатися, що генетичні маніпуляції, які вони виконують для трансформації геном інтересу, не впливають на його здатність реплікуватись.
Перше практичне завдання нашого курсу стосується знаходження ori в бактеріальних геномах, більшість з яких складаються з однієї кільцевої хромосоми. Кільцевий геном не має початку і кінця, тому для геному E. coli довжиною близько 4,6 млн нуклеотидів необхідно визначити, де починати реплікацію. Тобто, задача формулюється, як пошук “ділянки початку реплікації” – оріджину. 
Завдання має бути виконане будь-якою мовою програмування на основі знань, отриманих раніше на інших дисциплінах. 
Слід зазначити, що для адекватного формулювання задачі, яку можна вирішити, застосовуючи програмні засоби, необхідно мати уявлення про будову та функціонування ДНК, а також еволюційні механізми формування геномів. 
Наступна практична робота ускладнює завдання, оскільки необхідно визначити ділянку початку реплікації, яку в попередньому завданні вже було задано. Однак, в цьому алгоритмі можна використовувати блоки, розроблені в попередній практичній. Для пошуку ділянки початку реплікації також слід враховувати статистику темпів мутації нуклеотидів, зокрема того факту, що цитозин (C) в результаті дезамінування може перетворюватись в урацил (U), причому число таких мутацій зростає в сотні разів коли ДНК перебуває в одноланцюговому стані. 
Як відомо, реплікація ДНК починається з невеликої ділянки – оріджина (origin), де здійснюється ініціація процесу, головним моментом якої є розходження ланцюгів ДНК, тобто утворення одноланцюгових ділянок. Звісно, в живих організмах існує ефективна система репарації, інакше види давно перестали існувати, однак фактом залишається те, що в процесі еволюції від прокаріотів до ссавців відсоток CG пар зменшився більш ніж на 20 відсотків. Також розглядаються задачі, типові для функціонування ДНК, коли в окремих ділянках геному можливі некритичні помилки та заміни. 
Більшість практичних завдань цього курсу за бажанням можна вирішувати за допомогою програмних засобів, а навчання біоінформатиці в освітній програмі «Біотехнології» дає такий досвід. Зокрема, для отримання послідовностей праймерів або транскриптів запропоновано задачі в перших двох практичних роботах.
Інші завдання присвячені розрахункам, без яких неможлива лабораторна практика генного інженера. Дійсно, розрахунки буферів, стокових і робочих розчинів, їх концентрацій і розведень – це рутинна робота, але вона необхідна у повсякденній практиці.
Завдання також стосуються визначення локалізації сайтів рестрикції та складання рестрикційних карт, визначення напрямків вбудовування цільових фрагментів на основі даних електрофоретичного розділення отриманих послідовностей, визначення ефективних праймерів і розрахунків температур їх відпалу, стратегії постановки експерименту з відновлення здатності до синтезу амінокислот ауксотрофного штаму дріжджів та ін.


Практична робота 1. Пошук «прихованих повідомлень» у ділянці початку реплікації ori в геномі  
Реплікація ДНК починається з невеликої ділянки – оріджина (origin), де здійснюється ініціація процесу. Реплікація ДНК здійснюється ферментним комплексом, ключовим компонентом якого є ДНК-полімераза. У E. coli є тільки один oriС (для інших організмів – просто ori), – ділянка початку реплікації, відповідно її хромосома є одним репліконом. У деяких бактерій може бути два реплікони на хромосому. У кожному сайті ініціації реплікації може формуватися одна чи дві реплікаційні вилки залежно від того, чи є реплікація одно- або двоспрямованою. Найбільш поширена двоспрямована реплікація.
До складу реплісоми E. coli входять: 
2 молекули кор-ферменту ДНК-полімерази III, що складаються з α, ε і θ субодиниць 
2 β кільця (затискача), які утримують полімеразу на ДНК 
2 τ субодиниці, які пов'язують 2 молекули ДНК полімерази ІІІ
1 γ комплекс (блок з 5 субодиниць), який здійснює посадку β кілець на праймери для синтезу фрагментів Оказакі.
До складу реплісоми також входять: 
Геліказа DnaB (іноді + Rep-геліказа), SSB білки, праймаза DnaG, гіраза, ДНК полімеразІ I, лігаза, РНКаза Н, топоізомераза ІV.
Функцію білків реплісоми з’ясовано лише для 12 з них, які поділено на 3 групи:
· білки, що підготовлюють батьківську ДНК до реплікації;
· ферменти полімеризації;
· ферменти, що завершують реплікацію ДНК.
Ділянки початку реплікації мають специфічну послідовність основ. Зокрема, ділянка ініціації реплікації E. coli (рис.2) має мінімальну довжину 245 пар основ і містить чотири сайти по 9 пар основ (DnaA бокси), що мають спорідненість до білка-ініціатора DnaA. Також є кілька АТ-збагачених ділянок по 13 пар основ, яка на початку має знижену стабільність подвійної спіралі [2].
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Рисунок 2. Ділянка початку реплікації у E.coli [2,3]
Процес починається зі зв’язування з послідовністю спеціальних впізнавальних білків, які у E. coli названо DnaA. Білки DnaA (у комплексі з АТР) приєднуються до DnaA боксів у правій частині oriC (рис.3). Частина ділянки початку реплікації «накручується» на комплекс білків DnaA. В результаті напруги, що виникла, відбувається АТР залежне локальне плавлення АТ- багатого домена ділянки початку реплікації. Тобто відбувається розплітання подвійної спіралі. 
[image: ]
Рисунок 3. Схема приєднання білка DnaA поблизу АТ-багатого регіону [4]
Впізнавальні білки після зв’язування ДНК-реплікувального комплексу, далі не пересуваються по ДНК. Знаходження локалізації ori є важливим завданням не тільки для розуміння того, як клітини самовідтворюються, але також і для вирішення різних медико-біологічних проблем. Наприклад, деякі методи генної терапії передбачають використання вірусних векторів, тому що вони здатні проникати через клітинні стінки (як справжні віруси). Вірусні вектори, які несуть цільові гени, широко використовуються в сільському господарстві, наприклад, для створення морозостійких помідорів або кукурудзи, стійкої до пестицидів. 
Вперше генна терапія була успішно застосована у 1990 році – була врятована чотирирічна дівчинка, яка страждала від важкого комбінованого імунодефіциту і була змушена жити в стерильному середовищі. Ідея генної терапії полягає у навмисному інфікуванні пацієнта вірусним вектором, що містить цільовий ген, який кодує терапевтичний білок. Потрапивши в клітину, вектор реплікується, утворюється багато копій гену інтересу. В результаті транскрипції та трансляції синтезується багато молекул терапевтичного білка, який впливає на хворобу пацієнта. Щоб переконатися, що насправді вектор реплікується всередині клітини, біологи повинні знати, де знаходиться оріджин (ori) у векторі і переконатися, що генетичні маніпуляції, які вони виконують для трансформації геном інтересу, не впливають на його здатність реплікуватись.
В цій роботі буде зосереджено увагу на знаходженні ori в бактеріальних геномах, більшість з яких складаються з однієї циркулярної хромосоми. 
Тобто, задача зводиться до пошуку ділянки початку реплікації.
В експерименті біологи могли б поступово відрізати невеликі шматочки від ДНК, і коли клітина втратить здатність до копіювання, це буде скоріше за все означати, що відрізано ділянку початку реплікації ori (але можуть бути вилучені і гени ДНК-полімераз). Методами біоінформатики можна значно пришвидшити вирішення цієї задачі, але треба правильно її сформулювати.
Як клітина знає, що починати копіювання треба з короткої ділянки ori і як нам визначити цю ділянку? Імовірно, мають бути якісь приховані сигнали в ділянці початку реплікації, що дають змогу геному визначити, звідки починати?
Тоді першою задачею буде “Задача прихованого повідомлення” (Hidden message problem). В цьому випадку вхідна інформація – це ланцюг Text, що являє собою “ділянку початку реплікації” ori, а на виході буде приховане повідомлення в Text’і.
Почнемо з прикладу, в якому ori бактерії відомо, визначимо в ньому DnaA-бокс з метою розробки підходів для знаходження ori в інших бактеріях. Наш приклад –  холерний вібріон – патогенна бактерія, яка викликає холеру, ось її послідовність, в якій є ori холерного вібріона:

Atcaatgatcaacgtaagcttctaagcatgatcaaggtgctcacacagtttatccacaacctgagtggatgacatcaagataggtcgttgtatctccttcctctcgtactctcatgaccacggaaagatgatcaagagaggatgatttcttggccatatcgcaatgaatacttgtgacttgtgcttccaattgacatcttcagcgccatattgcgctggccaaggtgacggagcgggattacgaaagcatgatcatggctgttgttctgtttatcttgttttgactgagacttgttaggatagacggtttttcatcactgactagccaaagccttactctgcctgacatcgaccgtaaattgataatgaatttacatgcttccgcgacgatttacctcttgatcatcgatccgattgaagatcttcaattgttaattctcttgcctcgactcatagccatgatgagctcttgatcatgtttccttaaccctctattttttacggaagaatgatcaagctgctgctcttgatcatcgtttc

Деякі послідовності нуклеотидів з’являються на диво часто в невеликих ділянках геному. Наприклад, ACTAT напрочуд часто з’являється в підрядку виділеної ділянки ori:
ACAACTATGCATACTATCGGGAACTATCCT
Сформулюємо задачу. «Задача частих слів» (Frequent words problem) звучить так: “Я даю рядок і деяке ціле k, треба знайти всі k-міри в Тексті, що найбільш часто зустрічаються, тобто всі послідовності довжиною k, які найбільш часто зустрічаються в цьому Тексті». 
Отже, для початку реплікації, ДНК-полімеразі необхідний білок, який називається DnaA. DnaA зв’язується з короткою ділянкою (зазвичай це сегмент довжиною 9 нуклеотидів) всередині “ділянки початку реплікації”, який відомий, як DnaA box. DnaA box відповідає критеріям “прихованого повідомлення”, яке треба знайти, і DnaA box дійсно говорить самому білку DnaA: зв’язуйся саме тут! А білок DnaA бажає бачити множину таких DnaA box’ів для більш ефективного приєднання.
Ось, можливо, найпростіший алгоритм. Почати з першої k-міри в Тексті, рухатись далі по Тексту і шукати такі самі k-міри в Тексті. Скільки буде збігів? Приблизно  |Text| ∙ k разів (|Текст| позначає довжину тексту). Але таке треба зробити для кожної k-міри в Тексті, а їх приблизна кількість дорівнює розмірності Тексту. Так що всіх процедур в рамках цього наївного алгоритму буде |Text|∙|Text|∙k. Якщо розмір |Text| – один мільйон літер, то у нас будуть проблеми. 
Щоб спростити справу, комп'ютерні вчені часто говорять, що під час виконання цього алгоритму має верхню межу |Текст|2 · K кроків і посилаються на складність цього алгоритму. Але в нашому випадку |Text| зазвичай малий. Типова середня довжина ділянки початку реплікації близько 500, іноді 700 нуклеотидів (у E. coli 245 пар основ). 
Формально ми будемо використовувати термін «k-міри» для позначення рядку довжиною k і визначимо рахунок (тексту), як кількість разів, коли k-міра з'являється як підрядок тексту. У наведеному вище прикладі
Count (ACAACTATGCATACTATCGGGAACTATCCT, ACTAT) = 3
Зазначимо, що рахунок (CGATATATCCATAG, ATA) дорівнює 3 (а не 2), оскільки не враховується перекривання шаблону в тексті. Ми говоримо, що шаблон є найчастішою k-мірою в тексті, якщо він максимізує рахунок (тексту) серед всіх k-мір. Ви бачите, що ACTAT є найчастішою 5-мірою в ACAACTATGCATACTATCGGGAACTATCCT і ATA є найбільш частою 
3-мірою в CGATATATCCATAG.

Задача 1.
«Задача частих слів»: знайти "приховане повідомлення" (у тексті).
Вхід: рядок текст (представляє ori в геномі).
Вихід: приховані повідомлення в тексті.
Послідовність дій:
1 Отримуємо від викладача рандомізований набір даних: |Текст| < 1000 і k < 15 .
2 Розроблюємо програму для цього набору даних будь-якою мовою програмування, отриманий результат записати.
Приклад для перевірки програми:
CGTTGCATGTCGCATGATGCATGAGAGCT
4
Приклад виводу:
CATG GCAT

Наступне завдання продемонструє, що деякі “приховані повідомлення” більш дивні, ніж інші. Застосуємо програму до реальних геномів і почнемо з пошуку точки початку реплікації у бактерії Vibrio cholerae.
Запустивши програму, бачимо надто багато потенційних точок початку реплікації. Тут аж чотири частих слова, не говорячи вже про те, що ми навіть не знаємо, наскільки статистично малоімовірно зустріти будь-який 9-мір три і більше разів в рядку з 500 символів. 
	k
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	count
	26
	12
	8
	8
	5
	4
	3

	k-mers
	tga
	atga
	gatca
	tgatca
	atgatca
	atgatcaa
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Отже, яке з цих [Частих Слів] – дійсно DnaA box, а які – просто артефакти статистичного аналізу? 
В даному випадку можливо установити, який з 4 кандидатів DnaA box, оскільки два з них мають цікаву властивість. Вони являють собою зворотно комплементарні k-міри. 
Як видно, один з них – повністю комплементарний іншому, якщо врахувати, що ланцюги ДНК антипаралельні, і зчитуються у протилежних напрямках. 
Спробуйте знайти прихований сигнал у Thermotoga petrophila – бактерії, що прекрасно адаптована до дуже гарячого середовища, порядку 80 оС. Як бачите, визначених k-мерів там немає взагалі. Якщо запустити програму «частих слів» для цього геному, то знайдемо 6 слів. Отже, різні геноми несуть різні приховані сигнали, тобто щоразу треба шукати ділянку початку реплікації.

Задача 2.
«Проблема зворотного комплементу»: переписати в зворотньому напрямку комплементарну нуклеотидну послідовність.
Вхід: рattern ДНК рядок.
Вихід: рattern, зворотної комплементарної Pattern.
Послідовність дій:
1 Отримуємо від викладача рандомізований набір даних.
2 Розроблюємо програму для цього набору даних будь-якою мовою програмування, отриманий результат записати.
Приклад введення:
AAAACCCGGT
Приклад виводу:
ACCGGGTTTT

Задача 3.
«Визначення позицій паттернів»: знайти всі входження шаблону в рядку.
Вхід: два рядки: паттерн та послідовність.
Вихід: всі стартові позиції, де паттерн з'являється як підрядок геному.
Примітка: використовувати 0 індексування в проблемі реалізації, а це означає, що розраховувати позиції, починаючи з 0, а не 1. Наприклад, початкові позиції ATA в CGATATATCCATAG  2, 4 і 10 замість 3, 5 і 11.
Приклад введення:
ATAT
GATATATGCATATACTT
Приклад виводу:
1 3 9 

Контрольні запитання
1 Який склад реплісоми E. coli?
2 Що таке DnaA бокси?
3 Що таке реплікон і ori?
4 Який біологічний сенс «прихованого повідомлення»?
5 Який біологічний сенс рахунку (кількості) знайдених «прихованих повідомлень»?
6 Про що свідчить наявність комплементарних k-мір на ділянці ori?


Практична робота 2. Пошук ділянки початку реплікації
В минулих завданнях ми навчились визначати можливі DnaA-бокси для будь-яких бактерій, як слова, що часто зустрічаються у визначеній області, якщо ця область початку реплікації відома. Але, зрозуміло, що зазвичай такий 500-нуклеотидний регіон, в якому необхідно шукати слова з приблизно 9 нуклеотидів, що часто зустрічаються, не відомий. 
Для того, щоб його знайти, можна розбити геном на “згустки” або “кластери” прихованого сигналу. Розглянувши всі такі можливі кластери в геномі і знайшовши в одному з них будь-які короткі слова, що з’являються багато разів, можна припустити, що це і буде початок реплікації.
Визначимо такі вікна-“кластери” – як “довжини L”, “багато разів” – як “не менше t разів”. Так ми визначимо (L,t)-згусток (clump): це k-міра, яка з’являється у кластері довжиною L хоча б t разів. Тоді задача пошуку ділянки початку реплікації буде формулюватись, як «задача пошуку згустків».
Дано: рядок (Геном), число k (довжина k-міри), L (розмір кластера) і t (число k-мірів у згустку). Необхідно знайти всі (L,t)-згустки в геномі.
Ми розраховуємо, що кожний (L,t)-згусток укаже нам на початок реплікації.
Задача 1.
«Задача пошуку областей початку реплікації»: знайти моделі формування згустків в рядку за скупченням частих слів. 
Вхід: рядок Геном, і цілі числа K, L і T.
Вихід: всі K-міри в (L, T)-згустках в геномі.

Приклад введення:
CGGACTCGAC  AGATGTGAAG  AACGACAATG  TGAAGACTCG
ACACGACAGA GTGAAGAGAA  GAGGAAACAT  TGTAA
5 50 4
Приклад виводу:
CGACA GAAGA
Вирішивши цю задачу для геному E. coli, знайдемо близько двох тисяч (1904) потенційних (500,3)-згустків, тобто 500-нуклеотидних кластерів, в яких деякі слова зустрічаються  не менше 3 разів.
Це дуже багато і тому не зрозуміло, як знайти серед них дійсно ділянку початку реплікації. Проаналізувавши процес реплікації ДНК, згадаємо, що 
1 Реплікація ДНК – матричний процес, тобто кожний дочірній ланцюг будується, використовуючи батьківський ланцюг, як матрицю (шаблон). Побудова дочірнього ланцюга здійснюється за принципом комплементарності (А-Т, G-C). 
2 Процес реплікації ДНК є симетричним (на відміну від синтезу РНК): матрицями є обидва ланцюга батьківської ДНК.
3 Подовження ланцюга ДНК (або її окремого фрагменту) завжди відбувається у напрямку від 5’- кінця до 3’-кінця. 
4 Геноми бактерій, як правило, містять один реплікон.
5 Перед реплікацією ланцюга материнської нативної молекули ДНК мають бути розділені. У вилці реплікації починають працювати два ферментних комплекси: один переміщується по молекулі ДНК в один бік, другий – в протилежний. 
Кожний з комплексів реплікує обидва антипаралельних ланцюга, причому принцип зчитування у напрямку зберігається:  ДНК-полімераза рухається завжди у напрямку 3’→5’. В цьому разі утворюються 2 реплікативні вилки, що рухаються в протилежних напрямках.
6 Синтез ДНК на двох матричних ланцюгах вихідної молекули помітно відрізняється. Ланцюг, що синтезується неперервно, називається ведучим (leading), другий – відстаючим (англ. lagging). Напрямок синтезу ДНК збігається з напрямком розплетення вихідної подвійної спіралі лише для одного з новосинтезованих ланцюгів (ведучий ланцюг). 
Другий ланцюг синтезується перервно, порівняно короткими ділянками, що називаються фрагментами Оказакі. Довжина фрагментів Оказакі: для бактерій – 1000-2000 нуклеотидів, еукаріотів – приблизно 100. 
У вигляді фрагментів Оказакі синтезується ферментним комплексом той ланцюг, напрямок утворення якого протилежний напрямку руху відповідної реплікаційної вилки. У сусідньої реплікаційної вилки положення ведучого і відстаючого ланцюга протилежне.
Для синтезу кожного з фрагментів Оказакі треба спочатку звільнити відповідний простір на матричному ланцюзі – пересунути вилку реплікації вперед. Слід пам'ятати, що для початку синтезу ДНК необхідний РНК-праймер. Тобто кожен фрагмент Оказакі починається з РНК-праймера. ДНК-полімераза I (прокаріоти) добудовує фрагмент Оказакі, одночасно видаляючи РНК-праймер за рахунок 5'-3' екзонуклеазної активності. В результаті дії ДНК-полімераз, новосинтезований ланцюг, який відстає, складається з фрагментів, що впритул примикають один до одного. «Зшивання» сусідніх фрагментів здійснюється ДНК-лігазою (ферментом, що  утворює фосфодіефірний зв'язок між дезоксирибонуклеозидмонофосфатами). 
Обидва кор-фермента ДНК полімерази ІІІ орієнтовані в реплісомі однаково. Оскільки вони при цьому ведуть синтез на антипаралельних ланцюгах, відстаючий утворює реверсну петлю (рис.4). 
[image: ]
Рисунок 4 Схема реплікації ДНК: ведучий та відстаючий ланцюги, білки SSB (Single Strand Binding), що зв’язуються з одноланцюговою ДНК [5]. 
Підказкою для винайдення алгоритму пошуку ділянки початку реплікації може слугувати той факт, що в одноланцюговому стані нитка ДНК більш імовірно піддається мутації, ніж у дволанцюговому, а відстаючий (lagging) ланцюг більш тривалий час знаходиться саме в одноланцюговому стані, ніж ведучий (leading).
	Існує статистика темпів мутації нуклеотидів, і цитозин (C) результаті дезамінування може перетворюватись в урацил (U). Коли ДНК одноланцюгова, число мутацій зростає в сотні разів. Це означає, що запас C у ланцюгах, які знаходяться в одноланцюговому стані, дуже швидко вичерпується. 
Тому, якщо один нуклеотид (С) має більш високий темп мутації, то на відстаючому ланцюгу, який повільніше реплікується, спостерігатиметься зменшена кількість С порівняно G. І навпаки. 
Отже, ми можемо слідкувати за зменшенням кількості цього нуклеотида (С) на відстаючому ланцюгу, оскільки ця нитка знаходиться в одноланцюговому стані. 
Що це дає для вирішення задачі пошуку ділянки початку реплікації і створення алгоритму?
Якщо напрямок руху програміста вздовж ланцюга збігатиметься з напрямком руху ДНК-полімерази по ведучому ланцюгу, то значення (G - C) буде зменшуватись, а по відстаючому, навпаки, – зростати. 
Тому, місце, в якому після зменшення різниці (G - C) раптом ця різниця починає зростати, буде нічим іншим, як місцем початку реплікації.
	
Задача 2.
«Задача зміни перепадів на діаграмі відхилення нуклеотидів геному».  
Отже, практичний алгоритм на основі знань молекулярної біології зводиться до пошуку місць в ланцюгу ДНК, в яких після зменшення різниці (G - C) раптом ця різниця починає зростати.
	Вхід: рядок ДНК геному.
	Вихід: рядок різниці (G - C).
	Примітка: нуклеотиди А і Т не змінюють значення діаграми відхилення; перше значення має бути «0».
	
Приклад для перевірки програми.
Приклад введення:
CATGGGCATCGGCCATACGCC.
Приклад виводу:
0 -1 -1 -1 0 1 2 1 1 1 0 1 2 1 0 0 0 0 -1 0 -1 -2.


Задача 3.
«Задача локалізації мінімумів»: пошук позицій в геномі з мінімумами 
(G - C).
Вхід: рядок ДНК геному (додаток Д).
Вихід: всі позиції мінімумів в рядку (з 0).

Приклад введення:
TAAAGACTGC CGAGAGGCCA ACACGAGTGC TAGAACGAGG 
GGCGTAAACG CGGGTCCGAT.
Приклад виводу:
     	11 24

Виконавши таку задачу для E сoli, а потім зробивши пошук частих слів, можна побачити, що таких слів на начебто знайденій ділянці реплікації немає. 
Для розуміння причин такої невдачі можна припустити, що приховані повідомлення можуть виглядати менш очевидно. Якщо виконати таку саму задачу для Vibrio cholerae, то знайдемо вже 6 9-мірів на передбачуваній ділянці реплікації і навіть ще 2 – дуже схожих, які відрізняються всього лише 1 мутацією. Вони теж являють собою DnaA бокси, оскільки ДНК-полімераза може зв’язуватись не лише з ідеальними послідовностями, але й з варіаціями 9-міри.
Отже, для знаходження таких можливих DnaA боксів треба знайти також слова, що часто повторюються, але з можливими помилками. Сформулюємо задачу математично: треба знайти слова з k літер, які часто повторюються, але в яких можуть не збігатися деякі літери (d літер).

Задача 4.
«Проблема приблизно схожих паттернів»: пошук слів, що часто повторюються, але з деякими помилками.
Вхід: рядок паттерну, рядок ДНК геному, кількість неспівпадінь.
Вихід: позиції схожих паттернів.
Приклад введення:
ATTCTGGA
CGCCCGAATC CAGAACGCAT TCCCATATTT CGGGACCACT GGCCTCCACG       GTACGGACGT      CAATCAAAT
3
	Приклад виводу:
     	6 7 26 27

Задача 5.
«Задача пошуку слів з помилками»: знайдення k-мірів в рядку ДНК геному, що містить цілі числа k-мірів і d-помилок.
Вхід: рядок ланцюга ДНК, k-міра, кількість помилок d.
Вихід: схожі паттерни. 

Приклад введення:
ACGTTGCATG  TCGCATGATG  CATGAGAGCT 
4
1
Приклад виведення:
GATG ATGC ATGT.

Задача 6.
«Задача частих слів з помилками і комплементарних»: пошук слів, що повторюються, з можливими помилками, а також комплементарні їм слова.
Вхід: рядок ланцюга ДНК геному, k-міра, кількість помилок d.
Вихід: схожі паттерни, зокрема комплементарні.

Приклад введення:
ACGTTGCATG   TCGCATGATG   CATGAGAGCT
    	4 
1
Приклад виведення:
     	ATGT ACAT.

Контрольні запитання
1 Що таке реплікаціія та як відбувається цей процес?
2 Що таке фрагменти Оказакі?
3 Які білки беруть участь у процесі реплікації? 
4 Який сенс віднайдення ділянки початку реплікації?
5 Як у послідовності можна розрізнити ведучий і відстаючий  ланцюги?
6 З чим пов’язане зменшення кількості CG-нуклеотидів у процесі еволюції?


Практична робота 3. Розрахунки розведень та обрахунку концентрацій у приготуванні буферів
В практиці молекулярного клонування повсякчас необхідно вирішувати розрахункові задачі. Вони стосуються різних аспектів лабораторної практики. В цій практичній роботі наведено деякі з таких задач. Наприклад, лабораторія замовила ззовні або синтезувала та заклала на зберігання деяку послідовність (праймер, зонд абощо), щоб надалі використовувати її для клонування або   аналізу результатів клонування.
Донедавна синтез олігонуклеотидів був довготривалим процесом, однак наразі існують спеціальні пристрої для автоматизованого синтезу (ДНК-синтезатори) (рис.5). Всі реакції, послідовність яких і тривалість, а також час відмивання контролюються за допомогою комп’ютера за заданою програмою, проходять в одній реакційній колонці або в багатолунковому планшеті. Зрозуміло, що виконавчий механізм у цьому разі діє на систему клапанів і насосів. 
[image: ]Перший нуклеотид перед синтезом закріплюють на твердому носії (як правило, це інертні пористі скляні кульки), щоб під час промивки ланцюг ДНК не змило.
Рисунок 5. Загальний вигляд ДНК-синтезатора ДНК/РНК Oligo 800 (8 знімних колонок різного об’єму) [6]
На цей час розроблено 4 основні способи створення зв’язків між нуклеозидами [1]:
- H-фосфонатний метод;
- фосфодіестерний метод;
- фосфотриестерний метод;
- фосфітний триестерний метод (амідофосфітний метод, фосфорамідитний метод). Цей метод зарекомендував себе достатньо надійним і продуктивним.
Застосування синтезованих олігонуклеотидів:
1) як зондів (довжиною 20-40 ланок) для ДНК-гібридизації. Нуклеотидну послідовність знаходять за амінокислотною послідовністю відповідних білків;
2) для отримання лінкерів, які містять сайти впізнавання для рестриктаз з метою клонування фрагментів ДНК, які неможливо клонувати, оскільки вони не містять відповідний сайт ендонуклеази рестрикції. Це одноланцюгові паліндромні послідовності, що гібридизуються між собою;
3) для отримання варіантів лінкерних послідовностей – так званих адапторів;
4) для створення праймерів довжиною приблизно 17-24 ланок, що використовуються у секвенуванні ДНК і проведенні ПЛР;
5) для створення праймерів для сайт-специфічного мутагенезу in vitro;
6) для створення нуклеотидної послідовності, що кодує якийсь конкретний білок, якщо клонування відповідного гена утруднено. Саму нуклеотидну послідовність знаходять з даних про амінокислотну послідовність цього білку;
7) хімічний синтез використовують і тоді, якщо кодони, з яких складається даний ген, погано зчитуються організмом, і рівень трансляції дуже низький. Це – процес оптимізації кодонів, коли амінокислотна послідовність білка залишається такою самою, але змінені кодони зчитуються організмом-господарем ефективніше. Цей процес можливий завдяки виродженості генетичного коду.
Детальніше про синтез цільових нуклеотидних послідовностей наведено в теоретичному лекційному курсі.
Задача 1. Синтетичний ліофілізований олігонуклеотид з n ланок має оптичну густину (OD260) A (оптичних одиниць).
В якій кількості води треба розвести зразок (праймер), щоб кінцева концентрація склала С (пкмоль/мкл)?
Одна оптична одиниця відповідає такій кількості ДНК, яка міститься в 
1 мл розчину з OD260=1 в кюветі завтовшки 1 см (довжина оптичного шляху). 
Для дволанцюгової ДНК ця кількість відповідає ≈50 мкг/мл, для одноланцюгової – ≈37 мкг/мл, для РНК –  ≈40 мкг/мл, для олігонуклеотидів –  ≈33 мкг/мл.
Приймаємо середню молекулярну масу одного нуклеотиду М≈330 (а.од.м.).
Порядок виконання:
1 Визначаємо кількість олігонуклеотидів у зразку.
2 Визначаємо молекулярну масу олігонуклеотиду.
3 Знаходимо масу олігонуклеотиду в молях.
4 Розраховуємо кількість води (мкл), в якій необхідно розчинити кількість ліофілізованого нуклеотиду, знайдену в молях.
По варіантах: n = 20, A = 3,8; 5,7; 
                        n = 16, А = 3,2; 4,8; 
                        n = 24, A = 4,8; 7,2.
Наступна задача стосується одного із практичних застосувань електрофорезу, а саме – визначення отриманих копій геномної ДНК E.coli в смужці після процесу електрофоретичного розділення ДНК та визначення її кількості. Це може бути необхідним етапом для подальшого планування експерименту та визначення необхідних співвідношень компонентів і біологічного матеріалу (фагів, плазмід).
Задача 2. Розрахуйте кількість копій геномної ДНК E.coli в смужці шириною L мм після електрофорезу з етидієм-бромідом, що видна в спеціальних окулярах в ультрафіолетовому світлі, якщо в ній міститься G, нг, геномної ДНК E.coli?
Розмір геному E.coli – 4 . 106 п.н.
NA = 6 . 1023 молекул
Порядок виконання:
1 Знаходимо ММ геному E.coli
2 Розраховуємо кількість геномної ДНК E.coli в молях, яка міститься в G зразку, що проявився в гелі, обробленому етидієм-бромідом.
3 Розраховуємо кількість молекул (копій геномної ДНК E.coli) в цьому зразку.
По варіантах: G = 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5 нг.
Наступна задача надає досвід рутинного процесу численних розрахунків буферних сумішей та робочих розчинів для різних застосувань у молекулярному клонуванні. Даний розрахунок стосується приготування буферу для рестрикції – процесу, без якого, мабуть, не обходиться жодна процедура отримання векторів та вбудовування цільових фрагментів.
Задача 3. Розрахунок робочих розчинів (наприклад, 1Х) із стокових (наприклад, 5Х або 10Х).
Необхідно приготувати 10 мл низькосольового 10Х стокового розчину для робочого розчину 1Х буферу для рестрикції складом 10 мМ трис-НСl pH 7,5; 10мМ MgCl2, 1 мМ дітіотрейтол (ДТТ). Наявні компоненти: сухий трис (ММ=121,14), стокові розчини: 1 М MgCl2 і 100 мМ ДТТ.
Опишіть поетапно процес приготування буферу. 
Надайте розрахунки.
Порядок виконання:
1 Встановлюємо необхідну кількість складових стокового розчину (у мМ).
2 Встановлюємо наважку сухого трис для приготування необхідної кількості стокового розчину (або для приготування розчину більшої концентрації, з якого потім можна готувати стоковий розчин).
3 Встановлюємо кількість MgCl2 і ДТТ із їхніх концентрованих стокових розчинів, які треба взяти для приготування низькосольового 10Х стокового розчину.
Контрольні запитання
1 Навіщо застосовують хімічний синтез послідовностей нуклеотидів?
2 Які методи використовують для хімічного синтезу нуклеотидних послідовностей?
3 Що таке процес оптимізації кодонів і навіщо його застосовують?
4 Чому синтез довгих послідовностей проводять окремими фрагментами?
5 Як можна розрахувати кількість копій в смужці електрофореграми за кількістю геномної ДНК?
6 Що таке стокові і робочі розчини?


Практична робота 4. Ендонуклеази рестрикції ІІ класу  
Клонування генів вимагає, щоб молекули ДНК були розрізані дуже точним і відтворюваним способом. Часто також необхідно розщепити ДНК, яку потрібно клонувати (рис.6). 
1 Якщо мета полягає в тому, щоб клонувати один ген, який може складатися лише з 2 або 3 kb (тисяч пар основ, т.п.н.) ДНК, тоді цей ген потрібно буде вирізати з великих (часто більше 80 kb) молекул ДНК.
2 Великі молекули ДНК необхідно розщепити просто для отримання фрагментів, достатньо малих (менше 8 kb) для транспортування вектором. Більші фрагменти неефективні для  клонування молекул ДНК.
[image: ]
Рисунок 6. Схема вирізання цільових ділянок з великих молекул ДНК (донорів) [7]
Ендонуклеази рестрикції також необхідні для вбудовування цільових фрагментів у вектори клонування (рис.7).
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Рисунок 7. а) схема дії ендонуклеаз рестрикції; б) розрізання векторів у визначеному місці ендонуклеазами рестрикції [7]
Молекулу, яку розрізають більше одного разу, буде розбито на два або більше окремих фрагментів і це неприйнятно для клонування. Тому для виконання цієї маніпуляції необхідний дуже особливий тип нуклеаз, які будуть розрізати послідовність у чітко визначеній ділянці.
Відкриття цих ферментів, за що було отримано Нобелівську премію У. Арберу, Х. Сміту та Д. Натансу в 1978 році, стало одним із ключових проривів у розвитку генної інженерії. 
Ендонуклеази рестрикції (ЕР) розщеплюють дволанцюгову ДНК лише в обмеженій кількості специфічних сайтів розпізнавання [7].
Розрізняють основні чотири класи ендонуклеаз рестрикції, кожен з яких відрізняється дещо іншим способом дії. 
Типи I, III і IV є досить складними і мають лише обмежену роль у генній інженерії. 
Рестрикційні ендонуклеази II типу, з іншого боку, є ріжучими ферментами, які  важливі для клонування генів.
Головною особливістю ендонуклеаз рестрикції типу II є те, що кожен фермент має певну послідовність розпізнавання, за якою він розрізає молекулу ДНК. Саме тому ці ферменти використовують для молекулярного клонування. 
Вони простіші за будовою, мають від 20 до 100 кДа, складаються з 2 ідентичних субодиниць, що діють незалежно на однакові паліндромні послідовності (є й деякі виключення з цього правила), не вимагають спеціальних умов, можуть розрізати послідовність без участі метилтрансфераз. 
Певний фермент розщеплює ДНК у послідовності розпізнавання або на певній відстані від неї і ніде більше шляхом специфічної взаємодії залишків амінокислот з азотистими основами в ділянці великої борозенки. 
Наприклад, ендонуклеаза рестрикції під назвою PvuI (виділена з Proteus vulgaris) розрізає ДНК лише гексануклеотид CGAT/CG. 
Навпаки, другий фермент тієї ж бактерії, який називається PvuII, розрізає інший гексануклеотид, у цьому випадку CAG/CTG.
Описано більш ніж 10 підтипів цих ЕР, зокрема ЕР типу ІІS, які розщеплюють ДНК поза сайтом упізнавання (наприклад, FokI i AlwI), а також ЕР типу ІІM, які упізнають метильовані субстрати (наприклад, DpnI). 
Більшість ЕР ІІ типу впізнають GC-багаті ділянки, але є й такі, що впізнають АТ-багаті ділянки, наприклад, DraI (TTTAAA), SshI (AATATT), PacI (TTAATTAA) (табл. 1).
Багато ендонуклеаз рестрикції розпізнають гексануклеотидні сайти-мішені, але інші – чотири-, п’ять-, вісім- або навіть більш довгі нуклеотидні послідовності. Sau3A (зі штаму 3A Staphylococcus aureus) розпізнає /GATC, а AluI (Arthrobacter luteus) розрізає AG/CT. 
Існують також приклади ендонуклеаз рестрикції з виродженими послідовностями розпізнавання, це означає, що вони розрізають ДНК у будь-яких споріднених сайтах. 
HinfI (зі штаму Haemophilus inﬂuenzae Rf), наприклад, розпізнає G/ANTC  і розрізає G/AATC, G/ATTC, G/AGTC і G/ACTC. 

Таблиця 1 – Приклади ендонуклеаз рестрикції ІІ класу [7]
	Фермент
	Бактерія-хазяїн
	Сайт упізнавання
	Тип утворених кінців

	EcoRI
	Escherichia coli
	G/AATTС
CTTAA/G
	«липкі» 5Р

	AluI
	Artrobacter luteus
	AG/TC
	«тупі»

	BamHI
	Bacillus amyloliquefaciencs
	G/GATTC
	«липкі»

	BglIIІ
	Bacillus globigii
	A/GATCT
	«липкі»

	HaeIII
	Haemophilus aegyptius
	GG/CC
	«тупі»

	HindIII
	Haemophilus inﬂuenzae Rd
	A/AGCTT
	«липкі»

	HinfI
	Haemophilus inﬂuenzae Rf
	G/ANTC
	«липкі»

	HpaII
	Haemophilus parainﬂuenzae 
	C/CGG
	«липкі» 5Р

	NotI
	Nocardia otitidis-caviarum
	GC/GGCCGC
	«липкі» 5Р

	PstI
	Providencia stuartii
	CTGCA/G
	«липкі» 3ОН

	PvuI
	Proteus vulgaris
	CGAT/CG
	«липкі»

	PvuII
	Proteus vulgaris
	CAG/CTG
	«тупі»

	Sau3A
	Staphylococcus aureus
	/GATC (вироджена)
	«липкі»

	SfiI
	Streptomyces fimbriatus
	GGCCNNNN/NGGCC
	«липкі»

	SmaI
	Serratia marcescens
	CCC/GGG
	«тупі»

	TagI
	Thermus aquaticus
	T/CGA
	«липкі»


Позначення ендонуклеаз рестрикції
EcoRI - Escherichia coli, 
R – позначення штаму, І – специфічність ЕР.
З 2003 року запропоновано не писати акронім курсивом, тобто писати EcoRI.
Позначення M. EcoRI (GAA*/TTC) і R. EcoRI (G/AATCC) означають метилтрансферазу та ЕР, * - метильований нуклеотид (аденіловий, цитозиловий).
Якщо біля позначення ферменту стоїть * – то це фермент, який за неоптимальних умов змінює свою специфічність. EcoRI*, наприклад, впізнаватиме сайт N/ AATTN.
ЕР, виділені з різних штамів бактерій, але ті, які розрізають послідовність у тому самому місці, називають ізошизомерами, наприклад SacI і SstI, їх різновидами є неошизомери (наприклад, Sma і XmaI), які розрізають одну і ту саму послідовність в різних місцях (GGG/CCC і G/GGCCC).
Багато ЕР упізнають вироджені послідовності, наприклад, XhoII (R/GATCY), Sau3AІ (…/GATC). R -пурин, Y – піримідин.
Частота послідовностей розпізнавання в молекулі ДНК
Кількість послідовностей розпізнавання (сайтів рестрикції) для конкретної ендонуклеази рестрикції в молекулі ДНК відомої довжини можна розрахувати математично. Тетрануклеотидна послідовність (наприклад, GATC) має зустрічатися (у разі випадкового розподілу і однакових пропорцій CG і AT) кожні 44 = 256 нуклеотидів, а гексануклеотидна (наприклад, GGATCC) один раз кожні 46 = 4096 нуклеотидів. 
На практиці жодне з цих припущень не є цілком дійсним. 
Наприклад, молекула ДНК фагу  розміром 49 kb повинна містити близько 12 сайтів для ендонуклеази рестрикції з гексануклеотидною послідовністю розпізнавання (рис.8).
Насправді багато з цих сайтів розпізнавання зустрічаються рідше (наприклад, шість для BglII, п’ять для BamHI і лише два для SalI), що є відображенням того факту, що вміст GC для фагу  менше 50%.
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Рисунок 8. Сайти розрізання фагу  деякими ендонуклеазами рестрикції [7]

Розміри фрагментів ДНК після дії рестриктаз
Крім того, сайти рестрикції зазвичай нерівномірно розподілені вздовж молекули ДНК. Якби вони були розподілені рівномірно, то розщеплення за допомогою певної ендонуклеази рестрикції дало б фрагменти приблизно однакового розміру. 
На рисунку 9 показано фрагменти, утворені розрізанням ДНК фагу  рестриктазами BglII, BamHI та SalI. У кожному випадку існує значний розкид розмірів фрагментів.
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Рисунок 9. Фрагменти, утворені розрізанням ДНК фагу  рестриктазами BglII, BamHI та SalI [7] 
Одним з факторів, що визначає частоту впізнавання і розрізання, є послідовність нуклеотидів. Наприклад, NotI впізнає послідовність з 8 п.н. (GCGGCCGC). 
Відомо, що порівняно з прокаріотами, в ДНК ссавців вміст CG досить низький, тому утворені фрагменти матимуть 1-1,5 млн п.н. Тому такі рестриктази використовують для великомасштабного картування ДНК ссавців.
Утворення «тупих» кінців. Для подальшої стратегії клонування генів необхідно враховувати механізм розрізання ДНК рестриктазами. 
Багато рестрикційних ендонуклеаз роблять простий дволанцюговий розріз в середині послідовності розпізнавання (по осі симетрії), що утворює «тупий» або зрівняний кінець. HaeIII, SmaI, PvuII і AluI є прикладами рестриктаз, що утворюють «тупі» кінці (рис.10). 
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Рисунок 10. Схема утворення «тупих» кінців деякими рестриктазами [7]

Перевагою таких рестриктаз є те, що можна з’єднувати (лігувати) різні продукти рестрикції. Однак, таке лігування потребує спеціальних умов реакції (наприклад, температури і концентрації лігази), оскільки немає відпалу комплементарних одноланцюгових кінців.
Утворення «липких» кінців. Інші ендонуклеази рестрикції розрізають ДНК в сайті розпізнавання не симетрично, а ступінчасто/зигзагоподібно, зазвичай на два або чотири нуклеотиди, так що отримані фрагменти ДНК мають короткі одноланцюгові виступи на кожному кінці.
Вони називаються «липкими» або когезивними кінцями, оскільки спаровування основ між ними може знову «склеїти» молекулу ДНК. 
Більшість використовуваних ЕР утворюють «липкі» кінці з 5’-виступаючими кінцями, як, наприклад, EcoRI, але є й такі, які утворюють «липкий» 3’-виступаючий кінець (PstI) (Рис.11). 
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Рисунок 11. Схема утворення «липких» кінців деякими рестриктазами [7]

Однією з важливих особливостей таких ензимів є те, що ендонуклеази рестрикції з різними послідовностями розпізнавання можуть утворювати однакові липкі кінці.
BamHI (послідовність розпізнавання GGATCC) і BglII (AGATCT) – липкі кінці GATC. 
Sau3A (GATC) – GATC. 
BclI, SalI, XhoII – TCGA. 
NheI, XpeI, XbaI – CTAG.
XhoI, SalI – TCGA.
Це відображено у відповідних каталогах.

Задача 1. Які із цих сайтів: GAATGG, GATAТC, AAATTT, ACGGCA – можуть бути сайтами розпізнавання для ЕР ІІ класу?
Задача 2. Наведіть пару гіпотетичних сайтів для ЕР ІІ типу Б (що впізнає АТ-багаті ділянки), який складається з 8 п.н. Покажіть обидва ланцюги.
Задача 3. Який буде середній розмір фрагментів ДНК, що утворяться у разі обробки хромосомної ДНК ЕР Sau3A (/GATC) і BamHS (G/GATCC) за однакової частоти зустрічальності всіх нуклеотидів у хромосомній ДНК?

Задача 4. Напишіть, які кінці утворюються після розрізання послідовності GGATCC у разі різних варіантів гідролізу: G/GATCC, GGATC/C, GGA/TСC. Покажіть обидва ланцюги.

Задача 5. Яка частка молекул із лігованої суміші, в якій була ДНК, розщеплена Sau3A, потім буде різатись BamHS (за однакової частоти зустрічальності всіх нуклеотидів)? 
І навпаки. Яка частка молекул із лігованої суміші, в якій була ДНК, розщеплена BamHS, потім буде різатись Sau3A? 

Задача 6. Треба розрізати 1 мкг лінійної ДНК довжиною 2,4 т.п.н. рестриктазою EcoRI. Для цієї ЕР в ПЛР-продукті є 2 сайти впізнавання. Яка мінімальна кількість одиниць ферменту EcoRI знадобиться для проведення реакції за 1 год?
За одну одиницю ЕР приймають кількість ферменту, необхідну для розрізання 1 мкг ДНК бактеріофага  протягом 1 год за температури 37 ℃ в 
50 мкл специфічного буферу. Довжина ДНК фагу  приблизно дорівнює 48 т.п.н. В ДНК фага  5 сайтів рестрикції EcoRI.
Контрольні запитання
1 Яка роль ендонуклеаз рестрикції ІІ типу в молекулярному клонуванні?
2 Як формуються назви рестриктаз?
3 Що таке неошизомери та ізошизомери?
4 Що таке вироджені послідовності розпізнавання?
5 Що таке когезивні та «тупі» кінці?
6 Як можна теоретично розрахувати частоту послідовностей розпізнавання?

Практична робота 5. Ампліфікація ДНК за допомогою полімеразної ланцюгової реакції. Праймери
Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) забезпечує більш швидкий і простий підхід до клонування ДНК, зокрема в організмах, повна послідовність геному яких відома. Більшість клонувань цільової послідовності здійснюється методом ПЛР.
Винайдена в 1980 році ПЛР революціонізувала спосіб аналізу ДНК і РНК. В 1993 році за розробку цього методу Кари Муллісу було присуджено Нобелівську премію.
Ця методика має такі переваги [7]:
·  може вибірково ампліфікувати нуклеотидні послідовності; 
·  виконується повністю в пробірці;
- усувається потреба в культивуванні бактерій, що робить ПЛР зручною та швидкою – мільярди копій нуклеотидів можуть бути створені за лічені години; 
- застосування ПЛР дає змогу вирізати, збільшити кількість вибраної дослідниками ділянки послідовності з цілого геному, а також відділити та «очистити» цю вибрану ділянку від решти геному, яка залишається неампліфікованою; 
- завдяки своїй здатності значно збільшити кількість виділених фрагментів, ПЛР є надзвичайно чутливим методом: його можна використовувати для виявлення слідів ДНК у краплі крові, залишеній на місці злочину, або в кількох копіях вірусного геному в зразку крові пацієнта.
ПЛР є нескладною технікою: коротка ділянка молекули ДНК, наприклад, один ген, багато разів копіюється ДНК-полімеразою (рис.12).  
Для того, щоб вибрати будь-яку область будь-якої молекули ДНК, необхідно знати послідовності на кордонах цієї області. Ці олігонуклеотиди, які діють як праймери для реакцій синтезу ДНК, відмежовують ділянку, яка буде ампліфікована.
Отже, для ПЛР необхідні [7]:
· два синтетичних олігонуклеотидних праймери (довжиною приблизно по 20 нуклеотидів), комплементарні ділянкам ДНК обох ланцюгів, які фланкують послідовність-мішень; їх 3’-гідроксильні кінці після відпалу з ДНК мають бути орієнтовані назустріч один одному;
· ДНК-мішень довжиною від 100 до ≈35 тисяч пар нуклеотидів;
· термостабільна ДНК-полімераза, що не втрачає своєї активності за температури 94-95 ℃ і вище;
· 4 типи дезоксирибонуклеозидтрифосфатів.
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Рисунок 12. Спрощена схема ампліфікації цільового фрагменту [7]

Для проведення ПЛР цільова ДНК змішується з термостабільною полімеразою Taq з Thermus aquaticus, двома олігонуклеотидними праймерами та сумішшю нуклеотидів, взятих з надлишком. Кількість цільової ДНК може бути дуже малою. 
Програма для ампліфікації зазвичай складається з таких основних етапів [7].
1 Нагрівання суміші до 94 °C. За цієї температури водневі зв’язки між основами розриваються, цільова ДНК денатурує на одноланцюгові молекули.
2 Зниження температури до 50–60 °C, що дає змогу праймерам приєднатися до своїх позицій відпалу. 
3 Розпочинається синтез ДНК за температури 72-74 °C, трохи нижче оптимальної для полімерази Taq. 
На цьому першому етапі ПЛР набір «довгих продуктів» синтезується з кожного ланцюга цільової ДНК. Ці полінуклеотиди мають ідентичні 5'-кінці, але випадкові 3'-кінці, зумовлені місцем, де синтез ДНК випадково припиняється.
Цикл денатурація–відпал–синтез повторюється. Довгі продукти денатурують і утворюються чотири дволанцюгові  молекули, дві з яких є ідентичними довгим продуктам з першого циклу, а дві з яких складаються повністю з нових ДНК. 
Останні дають початок «коротким продуктам», 5' і 3' кінці яких обидва встановлюються положеннями відпалу праймера. 
У подальших циклах кількість коротких продуктів накопичується експоненційно (подвоюючи протягом кожного циклу), доки один із компонентів реакції не вичерпається. Кількість циклів зазвичай від 25 до 35. 
Наприкінці ПЛР аналізують за допомогою електрофорезу в агарозному гелі, або проводять секвенування ДНК.
Довжина праймерів
Для повної ДНК людини розміром 3,2 млрд нуклеотидів 8-мірні праймери можуть зв’язатись з 49 000 можливих сайтів (тобто, відповідний сайт може з’являтись кожні 48 = 65536 п.н.) [7].
Якщо використовувати 17-мірні праймери, то очікувана частота 17-мірної послідовності становить кожні 417 = 17 179 869 184 п.н. (рис.13). 
Ця цифра більш ніж у п’ять разів перевищує довжину геному людини, тому можна очікувати, що 17-мерний праймер матиме лише один сайт гібридизації в загальній ДНК людини. 
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Рисунок 13. 17-мірні праймери для ампліфікації гену людського aльфа-глобіну [7]

Кожен праймер, звичайно, повинен бути комплементарним (не ідентичним) своєму матричному ланцюгу для того, щоб відбулася гібридизація, і 3'-кінці гібридизованих праймерів повинні бути спрямовані один до одного.
На практиці праймери, довші за 30-міри, використовуються рідко: довгі праймери гібридизуються з меншою швидкістю. Тому ефективність ПЛР, виміряна кількістю ампліфікованих молекул, утворених під час експерименту, знижується. 
Довжина фрагмента ДНК, який потрібно ампліфікувати, не повинна перевищувати приблизно 3 т.п.н., а в ідеалі має бути менше 1 т.п.н.. Фрагменти розміром до 10 т.п.н. можна ампліфікувати за допомогою стандартних методів ПЛР, але чим довший фрагмент, тим менш ефективна ампліфікація і тим важче отримати адекватні результати. 
Ампліфікація дуже довгих фрагментів – до 40 т.п.н. – можлива, але вимагає спеціальних методів [7]. 


Задача 1. Напишіть праймери (прямий і зворотній) для точної ампліфікації наданої послідовності (по 20 нуклеотидів)?  Цільову послідовність підкреслено.
…GATGCTATCCGTGАТATCGATAACGAGGTTGAAGCAAATATTGAGATCTGGAAGGTCAAGAAGTTGGTCCAATCTTTAGAAAAAGCTAGAGGTAATGGTACTTCTTATGATTTCCTTAGTTATTCCTCCCTAGGGTCAAATTCCACTGTACCAAAAAATGTTAACAGATGAATATGGTACTGCCTCGAATATTAAATCAGGGTTAATCGTCTTTCCGTTTTATCTGCTATCACTTCCACCCAACACTAGTTGAAGCTATATCCTACCTACCGGTACCTGGA…
Схему позначення прямого та зворотнього праймерів показано на рисунку 14. Послідовність зазвичай пишуть у напрямку 5’3’, якщо не вказано інше. Послідовність праймерів – також.
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Рисунок 14. Схема розташування та позначення прямого та зворотнього праймерів 

Задача 2. Розрахуйте температуру відпалу праймерів із задачі 1 і запропонуйте програму для ампліфікації даного фрагменту довжиною 250 н.п. за допомогою Tag-полімерази. Запропонуйте програму ампліфікації для цього фрагменту. Запропонуйте варіанти для усереднення температур відпалу для двох праймерів. Зробіть висновок. 
Порядок виконання
1 Розраховуємо температуру відпалу визначених праймерів. 
Цю температуру можна оцінити, визначивши температуру плавлення або Tm гібриду праймер–матриця. Tm – це температура, за якої 50 % пар основ гібриду з правильною парною основою дисоціює («плавиться»), є мірою стабільності і залежить від послідовності пар основ.
Температура на 1–2 °C нижче цієї має бути достатньо низькою, щоб утворився правильний гібрид праймеру та матриці, але занадто високою, щоб гібрид із єдиною невідповідністю був стабільним. 
Tm, ℃, можна визначити експериментально, але зазвичай розраховують за простою формулою:
Tm = (4 × [G + C]) + (2 × [A + T]),
де [G + C] — кількість нуклеотидів G і C у послідовності праймера, 
а [A + T] — кількість нуклеотидів A і T.  
Таким чином, температуру відпалу для ПЛР визначають шляхом розрахунку Tm для кожного праймера та використовують температуру на 1–2 °C нижче цієї цифри (табл. 2). 
2 Пропонуємо інший варіант праймерів для усереднення температур відпалу праймерів. Зауважте, що це означає, що два праймери повинні бути розроблені так, щоб вони мали ідентичні Tm. Якщо це не так, відповідна температура відпалу для одного праймера може бути занадто високою або занадто низькою для іншого.
3 Складаємо програму для ампліфікації
Таблиця 2 – Приклад програми для ампліфікації
	Температура
	Тривалість
	Кількість циклів

	94 °C
	2 хв
	1

	94 °C
	20 с
	30

	60 °C
	20 с
	

	72 °C
	30 с
	

	72 °C
	2 хв
	1



Тут застосовано метод «гарячого старту», щоб запобігти зв’язуванню праймерів із неспецифічною матрицею (наприклад, від контамінації) та можливу нецільову ампліфікацію. У базовому методі полімеразу вносять лише після розігріву, інші варіанти передбачають застосування блокування ДНК-полімерази різними агентами (наприклад, специфічними антитілами), використання модифікованих праймерів або нуклеотидів. 
У всіх випадках захист знімається під час першої денатурації ДНК.
Задача 3. Для приготування суміші для ПЛР зазвичай орієнтуються на рекомендації фірм-виробників, а також загальні рекомендації. 
У таблиці 3 наведено приклад усереднених значень компонентів ПЛР. Розрахуйте об’єм кожного з компонентів суміші, якщо загальний об’єм розчину 20 мкл, а на реакцію треба взяти 20 нг матриці.

Таблиця 3 – Концентрації компонентів для ПЛР у стоковому розчині
	Компоненти ПЛР
	Стоковий розчин
	Об’єм на 1 пробу, мкл

	Буфер*
	10Х
	

	dNTPs
	2,5 мМ
	

	MgCl2 
	25 мМ
	

	Праймер прямий
	10 мкМ
	

	Праймер зворотній
	10 мкМ
	

	ДНК-матриця (плазміда, 20 нг)
	0,2 мкг/мкл
	1дія – Х мкл

	ДНК-полімераза
	5 од./мкл
	

	Вода 
	
	

	Загальний об’єм
	
	20


*Можуть використовуватись різні буфери, наприклад, один із універсальних буферів має такий склад (наведено концентрації для 10Х розчину): 700 мМ трис-НСl, рН 8,6/25 ℃, 166 мМ (NH4)SO4, 2 %, Tween 20.

Порядок виконання
1 Розраховуємо кількість мкл матриці, в якій міститься її 20 нг.
2 Переглядаємо приклад складання реакційної суміші для 50 мкл (рис.15).
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4846334/] 
Реакційні об’єми змінюватимуться залежно від концентрації вихідних реагентів. Далі наведено приблизні об’єми та концентрації для складання реактивної суміші (Майстер-мікс).
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Рисунок 15– Розрахункові значення компонентів для ПЛР за визначених концентрацій вихідних розчинів у розрахунку на 50 мкл на одну реакцію

· Буфер Х (зазвичай надається виробником ДНК-полімерази; може містити 15 мМ MgCl2). На одну реакцію необхідно 5 мкл буфера 10X.
· 200 мкМ dNTP (50 мкМ кожного з чотирьох нуклеотидів). На одну реакцію необхідно1 мкл 10 мМ dNTP (dATP, dCTP, dTTP і dGTP мають 2,5 мМ кожен).
· [bookmark: _Hlk166270669]1,5 мМ Mg2+. Mg2+ додають, лише якщо його немає в буфері 10X або за потреби для оптимізації ПЛР. Наприклад, щоб отримати 4,0 мМ Mg2+, необхідний для оптимального виробництва ампліконів консервативного сегмента ДНК довжиною 566 п.н., знайденого в неохарактеризованому мікобактеріофагу, додають 8 мкл 25 мМ MgCl2 до реакційної суміші.
· В реакційній суміші необхідно мати від 20 до 50 пмоль кожного праймера. Зазвичай додають по 1 мкл кожного 20 мкМ праймера.
· Для проведення ампліфікації додають від 104 до 107 молекул (або приблизно від 1 до 1000 нг) матриці ДНК, наприклад, 0,5 мкл 2 нг/мкл геномної ДНК мікобактеріофага.
· Зазвичай необхідно від 0,5 до 2,5 одиниць ДНК-полімерази на 50 мкл реакції (за рекомендацією виробника). Наприклад, 0,5 мкл ДНК-полімерази Sigma 0,5 Units/мкл Taq.
· Щоб отримати 50 мкл кінцевого об’єму на реакцію, як попередньо визначено в таблиці реагентів (рис. 15), додають стерильну дистильовану воду QS (QS – латинська абревіатура від quantum satis, що означає необхідну кількість). Таким чином, щоб довести об'єм до 50 мкл, потрібно 33 мкл на реакцію. 
Однак слід зазначити, що спочатку потрібно скласти таблицю реагентів і визначити об’єми всіх інших реагентів, доданих до реакції.
3 Отже, користуючись таблицею (рис.15) та поясненнями, розраховуємо необхідні кількості компонентів для заданих концентрацій та об’єму і заповнюємо таблицю 3 реагентів, які необхідно додати до реакційної суміші.

Задача 4. Розрахуйте об’єми компонентів суміші на 10 мкл для лігування фрагменту і вектора, якщо фрагмента має бути в 6 разів більше в молярному співвідношенні (з надлишком). 
Відомо, що розмір фрагменту 1 т.п.н., розмір вектору 6 т.п.н. 
Наявні водні розчини фрагменту і вектору концентрацією 0,1 мкг/мкл, стоковий розчин буферу 10Х, розчин лігази. На реакцію потрібно взяти 100 нг вектору. 

Порядок виконання
1 Враховуємо, що треба розвести стоковий розчин і з нього взяти таку кількість, щоб після додавання всіх компонентів не перевищити 10 мкл.
2 Розраховуємо об’єм вектору.
3 Розраховуємо об’єм фрагменту, враховуючи, що кількість молекул вектору та фрагменту в рівних об’ємах буде різним. 
4 Враховуємо також, що треба додати розчин лігази (про активність цього ферменту нічого не сказано, тому порахувати необхідний об’єм неможливо) і воду до об’єму 10 мкл.

Задача 5. Яку кількість цільового фрагменту необхідно взяти для лігування (мінімальну і максимальну), якщо кількість вектора 10 нг, його розмір 5 т.п.н., а розмір фрагменту, якого для ефективного лігування треба в 3-6 разів більше, 2,5 т.п.н.
Порядок виконання
1 Визначаємо кількість фрагменту, враховуючи, що розмір вектору в два рази більший ніж фрагменту.
2 Визначаємо мінімальну та максимальну кількість фрагменту.

Задача 6. Необхідно ампліфікувати фрагмент ДНК з 70 по 232 нуклеотид включно.
CGATCCGCCA  CCCTGCGCCC  GCTAAAGACG  AGGCGCCCAA GGCCAAGGTG    CTTTCGATTG    GCAACCCTGC    GCCCGCGAAG
GAGGAGCCCA   AGACGGAGGA   GACGAAGAAG   CAGGAGGCGA
AGAATGAGGG   CACCGCCCAG    GCGGCTCAGA    AGGTTGCTGC
GGCCAAGGCG    GTAGAGAAGA   CAGATTCTCA    GGCGGTCAGC
GGAAAGACCT   CGCCAGCTCC     CTCTTCTGGC     CGTTCCAGCC
GCGGTCGAGG   GAGAAGACCG    GATTCCGCGC    CGCGGCCGCC
     AAGGCTGCTG   CTCGCGACGC      CGATGCTGTC    GAGAAGGAGC

Порядок виконання
1 Визначаємо цільову послідовність і позначаємо її кінцеві нуклеотиди. 
2 Складаємо послідовності 2 праймерів F1 і R1 розміром 18 нуклеотидів.
3 На основі цих праймерів F1 і R1 складаємо праймери F2 і R2 для ендонуклеази рестрикції HindIII (A|AGCTT) для вбудовування цього фрагменту у вектор по цьому сайту.
Контрольні запитання
1 Навіщо в молекулярному клонуванні застосовують ампліфікацію?
2 Що означають етапи програми ампліфікації?
3 Чому використовують полімеразу Taq?
4 Що таке праймери, навіщо їх застосовують?
5 Яка має бути довжина праймерів і чому?
6 Як можна розрахувати температуру відпалу праймерів?
7 Чому температуру відпалу праймерів застосовують на 2 ℃ менше?

Практична робота 6. Геномні бібліотеки. Трансфекція бактеріальної суспензії фаговими частинками. Аналіз сконструйованих плазмідних і фагових векторів на основі нуклеотидних послідовностей в базах даних молекулярної біології
Геномна бібліотека – це набір рекомбінантних клонів, який містить всю ДНК, наявну в окремому організмі. Геномна бібліотека E. coli, наприклад, містить усі гени E. coli, тому будь-який потрібний ген можна вилучити з бібліотеки та вивчити. Геномні бібліотеки можна зберігати протягом багатьох років і поширювати, щоб копії могли надсилатися від однієї дослідницької групи до іншої.
Питання полягає в тому, скільки клонів потрібно для геномної бібліотеки? Відповідь можна розрахувати за формулою [7]:
N = 
де N – кількість необхідних клонів; 
     p – ймовірність того, що будь-який певний ген буде присутній, як правило, приймають р=0,99;
     a – середній розмір фрагментів ДНК, вставлених у вектор і 
     b – загальний розмір геному (табл.4). 
Таблиця 4 – Розмір деяких геномів і хромосом [7]:
	Найменування геному або послідовності
	Кількість п.н. 

	Дріжджова хромосома 3
	350 тисяч

	Геном кишкової палички (бактерії)
	4,6 мільйона

	Найбільша відома дріжджова хромосома
	5.8 мільйона

	Весь геном дріжджів 
	15 мільйонів

	Найменша хромосома людини (Y)
	50 мільйонів

	Найбільша хромосома людини (1)
	250 мільйонів

	Весь геном людини
	3 мільярди



Отже, число незалежно отриманих (фагових) клонів, необхідних для створення представницької бібліотеки, зворотньо пропорційне розміру клонованих фрагментів, але прямо пропорційне розміру геному.

Задача 1. Наскільки велика бібліотека ДНК людини (тобто скільки фагових клонів) знадобиться для того, щоб мати 99% ймовірність знайти потрібну послідовність, представлену в бібліотеці, створеній клонованими фрагментами у  EMBL4.
Наприклад, кількість необхідних клонів для  EMBL4 становитиме:
N = = 6,9х105
Порівняйте з кількістю необхідних клонів, які необхідно створити у разі використання інших плазмід або штучних хромосом. Зробіть висновок. 

Задача 2. Яка ймовірність знаходження клону розміром 4,1 т.п.н. в межах  бібліотеки E.coli, створеної з 1500 фрагментів? 
А якщо матимемо 1000 фрагментів?
А для розміру фрагменту 20000 для кількості клонів 1500?
Порівняйте декілька розрахованих імовірностей і зробіть висновок.

Задача 3. Який потрібно мати титр фагів вихідної суспензії, щоб отримати максимально можливу кількість 50000 бляшок на чашці діаметром 
150 мм? 
Скільки треба взяти фагової суспензії, щоб у чашці діаметром 90 мм максимально можна було отримати 15000 бляшок?

Титрування бактеріофага (визначення титру – кількості інфекційних частинок в 1 мл) здійснюють методом серійних десятикратних розведень. Для цього з вихідного стоку фага відбирають 100 мкл фаголізата і вносять у 900 мкл стерильного м’ясо-пептонного бульйону (МПБ). Можна брати не 900 мкл, а 
450 мкл МПБ і 50 мкл фаголізатів). На рисунку 16 показано принцип розведень.
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Рисунок 16 – Принцип розведень для визначення кількості бактерій [8]

Так отримують перше десятикратне розведення, де ступінь вмісту фагових частинок складає 10-1  відносно вихідного фаголізату, кратність розведення – 101. 
Новим наконечником відбирають 100 мкл з отриманого першого розведення і вносять у 900 мкл стерильного МПБ. Отримують друге десятикратне розведення, кратність розведення фаголізату в якому складає 102 відносно вихідного фаголізату тощо. У наступні 900 мкл бульйону додають 100 мкл попереднього розведення. Готують таким чином n розведень. Наприкінці усі розведення будуть мати об´єм по 900 мкл, а останнє – 1000 мкл. 
Розведені суспензії бактеріофагів зберігають у холодильнику. 
Фагові розведення висівають методом двошарових агарових шарів [9]. 
Для цього готують «нижній агар» (або «донний агар», або «твердий агар») – м’ясо-пептонний агар (МПА) з вмістом агару 1,5 %, розливають в стерильних умовах по чашках Петрі і дають застигнути за кімнатної температури.
Також готують «верхній агар» або «м’який агар» – МПА з вмістом агару 0,5-0,7 %. Розтоплюють необхідний об’єм на водяній бані (воду доводять до кипіння), а потім охолоджують водяну баню із колбою з агаром до 55 ℃.
В охолоджену посудину з «м´яким агаром» з МПА додають, наприклад, 500 мкл двогодинної культури E.coli ВЕ і 100 мкл суспензії фагів певного розведення, трохи збовтують і акуратно виливають на чашку з шаром «твердого агару» з МПА (вміст агару 1,5%). Дають застигнути за кімнатної температури.
Двошарові чашки інкубують 18 – 20 годин за 37°С (оптимальна температура для культивування E.coli).
Сенс методу двошарових агарових чашок полягає в тому, що в м’якому агарі відбувається подальший процес інфікування клітин бактерій для розвитку інфекційної системи «фаг – бактерія». Полегшена дифузія фагових частинок завдяки зниженій концентрації агару забезпечує циклічність інфекційного процесу, коли кожна генерація фагових нащадків після лізису клітини-хазяїна здатна інфікувати сусідні клітини. 
Під час скринінгу бібліотек бактеріофагів найкраще інфікувати клітини бактерій як єдиний пул, а потім розподіляти цю суміш для вирощування на чашках Петрі. Ця процедура гарантує, що кожна чашка міститиме приблизно однакову кількість інфекційних частинок. 
Тому для використання десяти 150-мм чашок до 3 мл щойно приготованої суспензії бактерій для посіву слід додати 1 мл розведеного в 10 разів вихідної суспензії бактеріофага, а потім розлити цю суміш в кожну чашку.

Порядок виконання
1 Визначаємо кількість інфекційних частинок в 1 мл розведеної суспензії (для чашки діаметром 150 мм).
2 Визначаємо кількість інфекційних частинок у вихідній суспензії.
3 Складаємо пропорцію щодо кількості фагової суспензії для чашки діаметром 90 мм, виходячи з максимально можливої кількості бляшок на цій чашці.

Задача 4
Проаналізувати склад інтегративного вектору pCD11PZ1 в базі даних NCBI.
Порядок виконання
1 Знаходимо в базі NCBI [10] анотацію для інтегративного вектору pCD11PZ1 з вбудованими генами стійкості до хлорамфеніколу та бета-галактозидази (рис.17,18) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF178451.1
[image: ]
Рисунок 17 – Вигляд запису для інтегративного вектору pCD11PZ1 в базі даних NCBI

[image: ]
Рисунок 18 – Запис амінокислотних послідовностей cat i lacZ в анотації інтегративного вектору pCD11PZ1 в базі даних NCBI
2 Виділяємо кольором нуклеотидні послідовності генів cat (рис.19) i lacZ на наявність сайтів рестрикції (див. табл.1) (рис.20).
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Рисунок 19 – Нуклеотидна послідовність гену cat
[image: ]Наприклад, було знайдено сайт рестрикції HindIII в межах гену lacZ 












Рисунок 20 – Знаходження сайту рестрикції HindIII в межах гену lacZ
3 Робимо висновок про можливість застосування цих рестриктаз для оцінки ефективності клонування цільових послідовностей. 
4 Формулюємо, про що може свідчити ділянка послідовності, клонована з фага , та інша не властива даному гену/особлива ділянка?

Задача 5. Проаналізуйте створення первинних конструкцій у фага М13 (за базою даних NCBI).

Порядок виконання
1 В базі даних NCBI (Enterobacteria phage M13, complete genome, NCBI Reference Sequence: NC_003287.2 або Phage M13, genome GenBank: V00604.2) знаходимо міжгенну ділянку у фага М13, в яку може бути клоновано цільову послідовність. 
2 Показуємо та обґрунтовуємо у рекомбінантного фага М13mp1 місце, куди було вбудовано Lac-оперон та які ще зроблено зміни і навіщо (M13mp1 phage cloning vector, GenBank: L08813.1).
3 Показуємо і аналізуємо, що зроблено у рекомбінанта M13mp2 (M13mp2 phage cloning vector, GenBank: L08818.1) і навіщо. 

Додаткові завдання
Подивіться також, які можуть бути ділянки у послідовностях фагмідних векторів:
Cloning vector phagemid pTZ19U ampicillin resistance (Amp) and beta-galactosidase-complementation (lacZ') genes, GenBank: L37382.1
Cloning vector pFL281 beta-lactamase gene, complete cds, GenBank: M68946.1
Phagemid cloning vector pKSS, complete sequence, GenBank: U01668.1
pSL1190 cloning vector, complete sequence, GenBank: U13866.1

Також можете ознайомитись з базами даних фагів phagescope.deepomics.org, phamerator.org, за допомогою яких можна візуалізувати будову фагів, порівнювати їх, знаходити ORІ, визначати ORF та ін.
На скрині (рис.21) представлено кольорову візуалізацію будови двох фагів з сайту phamerator.org [11].
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Рисунок 21 – Кольорова візуалізація будови двох фагів – Chargerpower (A) i AbbyPaige (A2) з сайту [11]

Контрольні запитання
1 Що таке геномні бібліотеки?
2 Як можна розрахувати необхідну кількість клонів для геномної бібліотеки?
3 Оцініть розмір деяких геномів і хромосом.
4 Яка процедура титрування бактеріофага і навіщо її проводять?
5 В чому полягає метод агарових шарів?
6 Що таке «інтегративний вектор»?
7 Навіщо вбудовують додаткові фрагменти у вектори?
8 Навіщо визначають будову фагів?


Практична робота 7. Побудова рестрикційних карт плазмід і лінійних фрагментів ДНК. Визначення орієнтації вставки. Розрахунки векторів і вставок
Задача 1. Побудуйте фізичну карту плазміди, якщо:
- у разі дії рестриктази 1 отримано фрагменти довжиною 9 kb і 3 kb; 
- у разі дії  рестриктази 2 – фрагменти 6,5 kb,  4,5 kb і 1 kb;
- у разі спільного гідролізу – фрагменти 5,5 kb, 2,5 kb, 2 kb і 1 kb.

Порядок виконання
1 Визначаємо розмір плазміди (kb=т.п.н.). 
2 Визначаємо, скільки сайтів рестрикції у кожної з рестриктаз (рис.22).6,5
4,5
1
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Рисунок 22 – Приклад побудови фізичної карти плазміди з указанням сайтів рестрикції
3 Накладаємо на фізичну карту плазміди можливі сайти рестрикції для рестриктаз Р1 і Р2, щоб отримати фрагменти 5,5 kb, 2,5 kb, 2 kb і 1 kb. Подумайте, як це зробити, щоб отримати тільки зазначені фрагменти.

Задача 2. Побудуйте рестрикційну карту лінійного фрагменту ДНК, якщо гель-електрофорез фрагментів розщеплення рестриктазами EcoRІ, BamHI та спільний гідроліз цими самими рестриктазами показали такі довжини фрагментів після фарбуваннями бромистим етидієм (EtBr):
EcoRІ – 300 kb, 500 kb, 850 kb;
BamHI – 100 kb, 600 kb, 950 kb;
EcoRІ + BamHI – 100 kb, 250 kb, 300 kb, 400 kb, 600 kb.
Порядок виконання
1 Визначаємо розмір лінійного фрагменту ДНК. 
2 Визначаємо, скільки сайтів рестрикції у кожної з рестриктаз (рис.23).
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Рисунок 23 – Схема лінійного фрагменту з указанням сайтів рестрикції.

3 Накладаємо на лінійний фрагмент ДНК можливі сайти рестрикції для кожної з рестриктаз, щоб отримати фрагменти 100 kb, 250 kb, 300 kb, 400 kb, 600 kb.
Подумайте, як це зробити, щоб отримати тільки зазначені фрагменти.

Задача 3. В плазміду pBR322 (рис.24) проклоновано фрагмент ДНК по сайту рестрикції SalI (G/TCGAC) (рис.25). Відомо, що в цьому фрагменті є сайт рестрикції рестриктазою XhoI та сайт рестрикції рестриктазою SaklI.
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Рисунок 24 – Схема плазміди pBR322 із зазначенням точки початку реплікації, генів стійкості до ампіциліну та тетрацикліну, деяких сайтів рестрикції [12].
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Рисунок 25 – Схема проклонованого фрагменту по сайту рестрикції SalI.

Фрагмент може вбудуватись в обох орієнтаціях. Визначте, в якій орієнтації вбудувався фрагмент відносно орієнтації гена tet. Для цього прорахуйте обидва варіанти одержаних після електрофорезу продуктів рестрикції.

Порядок виконання
1 Визначаємо розмір вставки. 
2 Визначаємо розмір плазміди зі вставкою. 
3 Визначаємо, де зручно (для розрахунку) розрізати плазміду, виходячи із розташування відомих сайтів рестрикції.
4 Розраховуємо, які фрагменти утворяться, якщо орієнтація фрагменту збігається з орієнтацією гена tet. Тоді треба переорієнтувати наданий рисунок фрагменту (його орієнтація зрозуміла за розташуванням сайту BamH1).
5 Розраховуємо, які фрагменти утворяться, якщо орієнтація фрагменту не збігається з орієнтацією гена tet (тобто, буде так, як на наданому рисунку фрагменту). 

Задача 4. Скільки треба проаналізувати клонів з геномної бібліотеки, отриманої у векторі на основі бактеріофага лямбда, щоб повністю просеквенувати геном E.coli.
Банк генів може бути побудовано як на основі хромосомної ДНК, так і на основі кДНК-копій молекул мРНК (банк кДНК). Основна проблема, що виникає під час створення банку генів – необхідність забезпечення його повноти. Тобто, всі гени в геномній бібліотеці мають бути представлено з імовірністю не менш, ніж 0,95. 
Для мРНК, що рідко зустрічаються, визначають, скільки клонів необхідно відібрати, щоб банк був достатньо повним. 

Порядок виконання
1 Розмір геному E.coli  становить 4 . 106 п.н.
Для фага лямбда ємність вектору становить 15-20 т.п.н.
Для визначення необхідної кількості клонів в геномній бібліотеці величину геному ділимо на розмір вставки і помножуємо на 10.
Для геному людини (близько 20 тис. різних мРНК на клітину з довжиною 1 тис.п.н.) число клонів складе величину близько 200 тис.

Задача 5. Керівник порадив для клонування взяти 50 нг вектору розміром 10 т.п.н. і 15 нг вставки розміром 1 т.п.н.
У якому співвідношенні по масі буде взято вставку відносно вектору?
(Для клонування в плазмідний вектор зазвичай беруть 1-100 нг вектору (середній розмір 5 т.п.н.). Якщо довжина фрагменту 0,5 т.п.н., то бажано взяти не менш ніж 10 нг вставки/фрагменту на 100 нг вектору).
Розрахунок кількості фрагменту зручно проводити за формулою:
Маса фрагменту (нг)= 
Оскільки вставки краще брати в 3-6 разів більше, то отримане значення треба ще збільшити у відповідну кількість разів (чим менша вставка, тим більший її надлишок треба брати).

Порядок виконання
1 Розраховуємо масу фрагменту за формулою для співвідношення вектору та фрагменту 1:1
2 Розраховуємо співвідношення, яке порадив керівник.



Задача 6. Для трансформації бактерій взяли 100 мкл компетентних клітин і 0,1 нг плазміди. Після інкубації бактерій з плазмідою та проведення теплового шоку до клітин додали 900 мкл середовища LB (Lysogeny broth, лізогенний бульйон).
Через 1 год перед висіванням бактерії ще раз розвели в 10 разів середовищем LB і 100 мкл суміші висіяли на 2 чашки. На 2 чашках загалом виросло 200 колоній. Розрахуйте ефективність трансформації (це кількість трансформантів у розрахунку на 1 мкг ДНК).
(Ліговану суміш вставки використовують для трансформації бактерій. Для отримання 10-200 колоній з рекомбінантною ДНК необхідно використовувати підготовлені (компетентні) клітини. Ефективність трансформації має бути в діапазоні 107-109 клітин на 1 мкг).

Порядок виконання
1 Визначаємо, у скільки разів розвели суспензію клітин бактерій.
2  Визначаємо кількість ДНК на посів (у скільки разів менше, ніж клітин).
3 Розраховуємо ефективність трансформації.

Контрольні запитання
1 Чому важливо знати розташування рестрикційних сайтів у плазміді?
2 Як можна з’ясувати розташування сайтів рестрикції у векторі?
3 Як можна з’ясувати, в якій орієнтації вбудовано цільовий фрагмент у вектор?
4 Як можна розрахувати необхідну для клонування кількість фрагменту?
5 Що таке ефективність трнсформації та як її визначають?
6 Як можна визначити кількість клонів у геномній бібліотеці для достатньої повноти представлення визначеного організму?


Практична робота 8. Вектори еукаріот. Стратегія експерименту з відновлення здатності ауксотрофного штаму дріжджів 
За деяких обставин може бути бажаним використовувати іншого господаря для експерименту з клонування генів, де метою може бути не вивчення гена, а:
- отримання великої кількості важливого фармацевтичного білка (наприклад, такого гормону, як інсулін), або 
- для зміни властивостей організму (наприклад, для передачі стійкості до гербіцидів у сільськогосподарську рослину). 
Одним із таких модельних організмів-еукаріотів є Saccharomyces cerevisiae. 
Дріжджі Saccharomyces cerevisiae в даний час є найпопулярнішим мікробним еукаріотом для виробництва рекомбінантних білків, хоча треба пам’ятати, що:
1) Клоновані гени перебувають під контролем промотору, який регулює певний індуктор. Наприклад, промотор GAL індукується галактозою, забезпечуючи просту систему для регуляції експресії клонованого чужорідного гена;
2) Більшість дріжджових цільових експресійних векторів також несуть послідовність термінації з гена S. cerevisiae, оскільки сигнали термінації тварин не ефективні в дріжджах. 
3) Вихід рекомбінантного білка відносно високий, але S. сerevisiae не в змозі належним чином глікозилювати тваринні білки, часто додаючи занадто багато одиниць цукру («гіперглікозилювання»), хоча цьому можна запобігти або принаймні зменшити, використовуючи мутантний штам хазяїна. 
4) S. cerevisiae також не має ефективної системи для виділення білків у поживне середовище.
Плазміда S. cerevisiae 2 µm, як її називають, присутня в більшості штамів S. cerevisiae і є однією з дуже обмеженої кількості плазмід, знайдених в еукаріотичних клітинах.
Ділянки дріжджової плазміди 2 µm REP1 і REP2 беруть участь у реплікації плазміди, а FLP кодує білок, який дає змогу перетворювати форму А плазміди (показану на рис. 26) у форму В, у якій порядок генів змінено шляхом внутрішньомолекулярної рекомбінації. 
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Рисунок 26 – Схема плазміди S. cerevisiae 2 µm [7]

Функція ділянки D точно невідома.
Плазміда 2 µm є чудовою основою для вектору для клонування. Її розмір – 6 т.п.н. – ідеально підходить для вектору, а кількість її копії у дріжджовій клітині – від 70 до 200. 
На основі 2 µm створено човникові вектори, які можуть мати 2 хазяїв – бактерії та дріжджі. Також вони можуть мати 1 або 2 (для 2 хазяїв) ділянки початку реплікації.
Для реплікації використовують плазмідну ori, кілька ферментів клітини-хазяїна, і білки, кодовані генами REP1 і REP2, що переносяться плазмідою.
Виникає питання маркера, який можна вибрати для відбору отриманих конструкцій. 
На практиці використовують звичайний дріжджовий ген, зазвичай той, що кодує фермент, який бере участь у біосинтезі амінокислот. 
Прикладом є ген LEU2, який кодує -ізопропілмалатдегідрогеназу – один із ферментів, що беруть участь у перетворенні піровиноградної кислоти на лейцин.
Щоб використовувати LEU2 як селективний маркер, необхідний особливий тип організму-господаря. Господар має бути ауксотрофним мутантом, який має нефункціональний ген LEU2.
Такі дріжджі leu2-  не здатні синтезувати лейцин і можуть вижити, лише якщо ця амінокислота постачається як поживна речовина в середовищі для росту (рис.27)
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Рисунок 27 – Використання LEU2, як селективного маркера [7]

Вектори, отримані з плазміди 2 µm, називають дріжджовими епісомальними плазмідами (YEp).
Деякі YEр містять всю плазміду 2 µm, інші включають лише 2 µm початок реплікації. Прикладом останнього типу є YEp13.
YEp13 ілюструє кілька загальних особливостей векторів для клонування у дріжджах. Це човниковий (shuttle) вектор. 
Поряд з ділянкою початку реплікації з 2-µm та селективним геном LEU2, YEp13 також включає всю послідовність pBR322, і тому може реплікуватися як у дріжджах, так і в E. coli (рис.28), а потім клони бактерій і дріжджів можна  відбирати за селективним маркером.

[image: ]
Рисунок 28 – Схема будови плазміди YEp13 [7]

У разі використання човникових векторів є проблеми: може бути важко віділити рекомбінантну молекулу ДНК із трансформованої дріжджової колонії. 
За використання YEp такої проблеми не існує, тому що YEp присутні в дріжджових клітинах переважно як плазміди. Але з іншими дріжджовими векторами, які можуть інтегруватися в одну з дріжджових хромосом, очищення рекомбінантної молекули ДНК може бути неможливим. 
Це є недоліком, оскільки в багатьох експериментах з клонування очищення рекомбінантної ДНК має важливе значення для того, щоб правильна конструкція була ідентифікована, наприклад, шляхом секвенування ДНК.
Тому стандартною процедурою клонування в дріжджах є проведення початкового експерименту клонування у E.coli та відбір рекомбінантів у цьому організмі.
Потім рекомбінантні плазміди можна очистити, охарактеризувати та ввести «правильну» молекулу в дріжджі.

Задача 1. Карта контигів одного сегмента хромосоми 3 Arabidopsis така. YAC – yeast artificial chromosome (має лінійну форму, як звичайна хромосома дріжджів)
[image: ]
Рисунок 29 – Карта контигів сегменту хромосоми 3 Arabidopsis

1.1 Якщо EST (Expressed Sequence Tags) гібридизується з геномними клонами C, D та E, але не з іншими клонами, у якому сегменті хромосоми 3 знаходиться EST?
1.2 Якщо клон гена ARA гібридизується лише з геномними клонами C і D, у якому сегменті хромосоми розташований ген? 
1.3 Якщо рестрикційний фрагмент гібридизується лише з одним із наведених вище геномних клонів, у якому сегменті хромосоми може бути розташований фрагмент? Які це можуть бути клони?

Задача 2. Після проведення селекції клонів і виділення та очищення рекомбінантної плазміди з очікуваним розміром близько 6500 п.н. було проведено гель-електрофорез зі стандартним набором маркерів (маркери молекулярної ваги створюють контрольні лінії високої інтенсивності і можуть бути використані для порівняння розмірів молекул ДНК в діапазоні від найменших фрагментів ПЛР до великих лінеаризованих космідних векторів).
[image: ]Але на електрофореграмі (рис.30) було отримано 2 смуги, причому розмір фрагменту (смуги) з більш інтенсивним забарвленням виявився набагато меншим за очікуваний, а інша смуга мала набагато більший розмір.
У чому може полягати проблема і як її позбутися?
Рисунок 30 – Дослідна електрофореграма, отримана після рекомбінації плазміди

Задача 3. Вам дано три штами дріжджів, штами 1, 2 і 3, кожен з яких не може рости за відсутності аргініну (arg-), тому що синтез аргініну контролюється трьома ензимами (Ф), які задіяні в 3 послідовних реакціях отримання аргініну. 
Штам 1 має мутацію в гені 1, який кодує Ф1, штам 2 має мутацію в гені 2, який кодує Ф2, а штам 3 має мутацію в гені 3, який кодує Ф3. Ваша задача - клонувати алель гена 1, який може відновити здатність штаму 1 синтезувати аргінін.
[image: ]

Порядок виконання
1 Починаємо з конструювання дріжджової геномної бібліотеки в бактеріальних клітинах E. coli. Які з наведених варіантів штамів дріжджів ви можете використати для виділення геномної ДНК для досягнення своєї мети (дикий тип, штам 1, штам 2, штам 3). Поясніть, чому.
2 Ви успішно виділили геномну ДНК дріжджів зі штаму (штамів) дріжджів, які ви обрали в частині 1. Тепер вибираємо плазміду, яку ви могли б використовувати як вектор для створення дріжджової геномної бібліотеки в 
E. coli, і використати цю бібліотеку для трансформації штаму 1 дріжджів, щоб тепер він міг синтезувати аргінін. 
Перелічіть та обґрунтуйте мінімальні характеристики, які повинен мати ваш вектор для виконання цього плану (3 основні).
3 Створюємо карту рестрикції плазміди, яку хочете використовувати як вектор для клонування. 
Розрізаємо плазміду за допомогою комбінації рестриктаз і визначаємо розмір отриманих фрагментів ДНК за допомогою електрофорезу в агарозному гелі. Розмір фрагментів ДНК після розщеплення ферментами рестрикції X, Y і Z наведено в таблиці 6 (1 кб = 1000 пар основ). 

Таблиця 5 – Розмір отриманих фрагментів ДНК після розщеплення рестриктазами X, Y і Z та їх комбінаціями
	X
	Y
	Z
	X+Y
	X+Z
	Y+Z

	4 кб
	2 кб
	4 кб
	1 кб
	1,5 кб
	0,5 кб

	
	2 кб
	
	2 кб
	2,5 кб
	1,5 кб

	
	
	
	1 кб
	
	2 кб



Зверніть увагу, що AmpR і KanR – це гени стійкості до ампіциліну та канаміцину, які входять до складу плазмідного вектору. 
Завершуємо схему вектору клонування, показавши на схемі плазміди (рис.31) положення ВСІХ сайтів для рестриктаз (X, Y і Z) та записавши відстань (у кб) між ними. Ген резистентності до канаміцину розрізається однією із рестриктаз.
[image: ]
Рисунок 31 – Схема плазміди з генами стійкості до канаміцину та ампіциліну 
4 Потім виділяємо геномну ДНК дріжджів і розщеплюємо її ферментом рестрикції EcoR1. 
Клонуємо розрізані EcoR1 фрагменти геномної ДНК у плазмідний вектор, який має такі сайти розпізнавання для ферментів рестрикції X, Y і Z. 
EcoR1                         X                                 Y                               Z 
5’G/AATTC3’      5’C/AATTG3’          5’A/AGCTT3’         5’G/GATCC3’         
3’CTTAA/G5’      3’GTTAA/C5’          3’TTCGA/A5’         3’CCTAG/G5’         
Який фермент (вибираємо з X, Y та Z) ви б використали, щоб розрізати плазміду так, щоб вона мала кінці які сумісні з кінцями розрізаних EcoR1 фрагментів геномної ДНК дріжджів? 
5 Записуємо отримані послідовності з 6 пар основ у двох точках лігування фрагментів плазміди та геномної ДНК
5’……………….3’                                                                                       5’………………3’Фрагмент дріжджової геномної ДНК

3’.………………5’                                                           3’………………5’                                                           

6 Змішуємо геномні фрагменти з розрізаними векторами та додаємо ДНК-лігазу. Потім трансформуємо клітини E. coli сумішшю для лігування та відбираємо клони, трансформовані рекомбінантною плазмідою, шляхом пересіву отриманих клонів на селективне середовище. Яке(і) середовище(a) ви б використали для відбору цих клонів? Поясніть свій вибір. Ген резистетності до канаміцину розрізано вибраною рестриктазою.
7 Ви успішно створили дріжджову геномну бібліотеку в клітинах E. coli. Як ви можете використовувати цю бібліотеку для клонування гена, який може відновити здатність штаму 1 виробляти аргінін?

Контрольні запитання
1 Для чого використовують клонування у еукаріот?
2 Що являє собою плазміда 2 µm?
3 Що таке човниковий вектор і навіщо його застосовують?
4 Що таке EST?
5 Як можна відновити здатність мутантного штаму до синтезу бажаної сполуки?
6 Які вектори доцільно для цього застосовувати і чому?
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